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gegebenenfalls vorhandener Autoantikorper gegen Cal- 
reticulin nachgewiesen wird. 



Fig. 1 




PBC 

(n=75) 



PSC 
(n=6> 



LU 



Printed by Rank Xerox (UK) Business Services 
2.13.17/3.4 



EP 0 763 740 A1 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen. Mitdiesem 
Verfahren konnen Autoimmunerkrankungen im allgemeinen sowie autoimmune Lebererkrankungen und chronisch ent- 

5 zundliche Darmerkrankungen im besonderen diagnostiziert werden. 

Autoimmungkrankheiten (synonym: Autoaggressionskrankheiten) sind Erkrankungen, an deren Parthogenese 
eine Autosensibilisierung eine entscheidende Rolle spielt. 

Beispiele fur Autoimmunkrankheiten sind: autoimmunhamolytische Anamie, Hashimoto-Thyreoiditis, Typ-A-Gastri- 
tis mit pernizioser Anamie, juveniler Diabetes mellitus, die meisten Formen der Nebenniereninsuffizienz (Morbus Addi- 

10 son), vermutlich die multiple Sklerose, die rheumatoide Arthritis, die sogenannten Kollagenosen (systemischer Lupus 
erythematodes, Sklerodermie, Panarteriitis nodosa u.a.m.) und die autoimmunen Lebererkrankungen (insbesondere 
die autoimmune chronisch aktive Hepatitis). Bei mehreren Erkrankungen ergaben sich Hinweise darauf, daf3 im 
Gefolge einer Infektion mit Baklerien oder Viren sekundar eine Autoimmunkrankheit entsteht, wie z.B. bei der postin- 
fektiosen Arthritis, der Poststreptokokken -Glomerulonephritis, beim rheumatischen Fieber Streptokokken), der Riesen- 

15 zellhepatitis des Erwachsenen (Paramyxoviren). 

Diese Autosensibilisierung kann sich auf die zellvermittelte Immunreaktion (T-Lymphozyten) oder auf die humorale 
Immunitat (B-Lymphozyten, Produklion von Antikorpern) erstrecken. Wie es zum Auftreten von Autoimmunphanome- 
nen kommt, ist noch nicht eindeutig geklart. Man vermutet, daf3 am Beginn der Autoimmunity eine Veranderung kor- 
pereigener Substanzen, meist Proteine, steht, die dann von dem Immunsystem als korperfremd betrachtet und 

20 attackiert werden. In Zusammenhang mit postinfektiosen Autoimmunphanomenen wird angenommen, daB vom 
Immunsystem Bestandteile von Bakterien oder Viren als korperfremd erkannt werden, woraufhin es zur Aktivierung des 
Immunsystems kommt. Die dann aktivierten T-Lymphozyten bzw. die dann gebildeten Antikorper, die primar gegen die 
Erreger gerichtet sind, erkennen aber auch strukturell ahnliche Proteine des Menschen ("Molecular Mimikry"). 

Wenn Autoimmunphanomene bei einer Erkrankung nachgewiesen werden, bedeutet dies allerdings noch nicht 

25 unbedingt, daB sie auch am Zustandekommen der Erkrankung ursachlich beteiligt sind. Sie konnen auch Begleitpha- 
nomen ("Epiphanomen") sein. Unabhangig davon, ob ein Autoimmunphanomen nur ein Begleitphanomen ist oder ob 
es ursachlich am Zustandekommen der Krankheit beteiligt ist, besitzt der Nachweis z.B. von speziellen Autoantikorpern 
sehr oft einen hohen diagnostischen Wert, Oder er kann als Verlaufparameter einer Krankheit verwendet werden. 
Im Bereich der Gastroenterologie und der Hepatologie spielen die autoimmunen Lebererkrankungen eine groGe 

30 Rolle. Die haufigsten Ursachen einer chronischen Lebererkrankung sind die Schadigung durch Alkohol oder einer chro- 
nischen Infektion durch Hepatitis Viren (Hepatitis-B-Virus; Hepatitis-C-Virus, Hepatitis- Delta-Virus). Bei der Abklarung 
eines Leberschadens mussen aber zusatzlich die sogenannten autoimmunen Lebererkrankungen in Betracht gezogen 
werden. Dies sind: 1. die autoimmune chronisch aktive Hepatitis (AIH), 2. die primar biliare Zirrhose (PBC), 3. die pri- 
mar sklerosierende Cholangitis (PSC), und 4. noch weitere nicht eindeutig klassif izierte autoimmune Leberkrankheiten. 

35 Bisher sind in der klinischen Routine zahlreiche Autoantikorper zur Untersuchung von Autoimmunphanomenen bei 
autoimmunen Lebererkrankungen und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen verwendet worden. Hierzu wurden 
folgende Autoantikorper eingesetzt: 



ANA = Antinukleare Antikorper 

40 SMA = Antikorper gegen glatte Muskulatur 

LKM-1 -Antikorper = Liver- Kidney-Membrane Antibodies 

AMA = Antimitochondriale Antikorper, mehrere Subtypen sind bekannt 

SLA = Antikorper gegen das "Soluble liver antigen" 

ASGPR-Antikorper = Antikorper gegen den Asialoglykoproteinrezeptor 

45 Anti-GOR-Antikorper pANCA = perinukleare Antineutrophilenzytoplasma-Antikorper 



Bisher einzeln verwendete Autoantikorper lieBen sich hauf ig nur fur ganz bestimmte Autoimmunerkrankungen ein- 
setzen. Urn ein eindeutiges Krankheitsbild zu diagnostizieren, muBten daher in der Regel ein ganzes Spektrum von 
verschiedenen Autoantikorpern getestet werden, was einen relativ hohen Aufwand erfordert und langere Zeit in 
so Anspruch nimmt. 

Es bestand daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Bestimmung von Autoimmunphano- 
menen bereitzustellen, mit dem die diagnostische Aussage, insbesondere beim Auftreten von autoimmunen Leberer- 
krankungen, verbessert werden kann. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen, welches durch fol- 
55 gende Schritte gekennzeichnet ist: 

Bindung des Proteins Calreticulin an eine festen Phase, 

Inkubation des an die feste Phase gebundenen Calreticulins mit einer Flussigkeit, die Bestandteile des zu untersu- 
chenden Materials umfaBt, und 
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Nachweis von gegebenenfalls vorhandenen AutoantikOrpern gegen Calreticulin. 

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Erf indung gefunden, daB das Protein Calreticulin ausgezeichnet als Marker 
zur Diagnostik von Autoimmunphanomenen, insbesondere bestimmter autoimmuner Lebererkrankungen und chro- 

5 nisch entziindlicher Darmerkrankungen, geeignet ist. 

Calreticulin ist an sich bekannt als ein im Korper von Organismen vorkommendes Protein des endoplasmatischen 
Retikulums zahlreicher Zellen (Skelettmuskelzelle, glatte Muskelzellen, Herzmuskel, Hepatozyten u.a.m.), s. Uber- 
sichtsartikel von M. Michalak et al. in Biochem. J. 285, S. 681-692 (1992). Es ist das wichtigste Calcium-bindende Pro- 
tein dieser Zellorganellen. Daruber hinaus kommt dieses Protein im Zellkern und in der Kernmembran vor. Neben der 

10 Calcium-Bindung werden diesem Protein weitere Funktionen zugeschrieben: Bindung von Zink, Protein-Protein- Inter- 
aktionen nach Art der sogenannten Chaperonine, Beteiligung an der Eisenresorption im Dunndarm, Bindung an Stero- 
idhormonrezeptoren. Eine Rolle von Calreticulin an autoimmunen Erkrankungen ist zwar postuliert worden, und zwar 
aufgrund von Spekulationen, daB Calreticulin dem sogenannten Ro/SSA-Autoantigen entsprache, welches beim 
Krankheitsbild der systemischen Lupus erythematodes als Autoantigen identif iziert wurde (s. den oben bezeichneten 

is Ubersichtsartikel von M. Michalak et al.). Diese Spekulationen wurden daraufhin jedoch experimentell widerlegt mit den 
Arbeiten von J. Lu et al., veroffentlicht in Clin. Exp. Immunol. 94, S. 429-434 (1993), die gezeigt haben, daB ein Calre- 
tikulin-artiges Protein nicht mit Blutseren von Autoimmunerkrankten reagieren. Der zuvor gehegte Verdacht, daB Cal- 
reticulin in einem Zusammenhang mit der systemischen Lupus erythematodes steht, wurde auf einen Artefakt 
zuruckgefuhrt, der sich dadurch ergab, daB Calretikulin mit dem Ro/SSA-Autoantigen mitgereinigt wurde. 

20 Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB als Calreticulin nati- 
ves, nicht denaturiertes, humanes Calreticulin verwendet wird. Besonders geeignet ist das native Calreticulin, welches 
aus der menschlichen Leber isoliert wurde. Sehr gute Ergebnisse wurden mit einem Calreticulin-Ausgangsmaterial 
erzielt, welches auf die untenstehend beschriebene Weise aus der menschlichen Leber isoliert wurde. Es wird ange- 
nommen, daB durch dieses Isolierungsverfahren die Autoantigen-Epitope des Calreticulins fur die Reaktionen des 

25 Auto-Antikorpers gegen Calreticulin besonders gut prasentiert wird, was sich vorteilhaft sowohl auf die Spezifitat als 
auch auf die Sensitivitat des Autoantikorper- Nachweises gemaB dem erf indungsgemaBen Verfahren auswirkt. 

Es wurde uberraschend gefunden, daB natives, nicht denaturiertes, humanes Calreticulin die Bestimmung von 
Autoimmunphanomenen, insbesondere durch die Erzielung hoherer Testempfindlichkeiten sowie spezifischerer Anti- 
genreaktionen, verbesserten gegeniiber einem Verfahren, bei dem gentechnologisch hergestelltes Calreticulin, aus 

30 Zellkulturen isoliertes Calreticulin oder Calreticulin aus nicht-humanen Zellen oder Zellkulturen eingesetzt wurden. Vor 
allem ermoglicht gerade die Verwendung von nativen, nicht denaturiertem, humanem Calreticulin als Ausgangsmate- 
rial, welches als Antigen zur Nachweisreaktion mit dem vermuteten Calreticul in- Autoanti korper eingesetzt wird, einen 
quantitativen Nachweis durch das an sich bekannte ELISA-Verfahren. Die bisher in der Winischen Routinediagnostik 
untersuchten Autoimmunphanomene basieren lediglich auf einem qualitativen Nachweis der Antikorper. 

35 Eigene Untersuchungen haben gezeigt, daB Calreticulin-Ausgangsmaterialien, die nicht in Form eines nativen, 
nicht denaturierten, humanen Calreticulins vorlagen, nicht uber das ELISA-Verfahren nachweisbar waren. Der durch 
die vorliegende Erfindung erst ermoglichte ELISA-Nachweistest kann demnach im Gegensatz zu herkommlichen Test- 
verfahren zur Diagnose von autoimmunen Lebererkrankungen sowie chronischen Darmerkrankungen einequantifizier- 
bare MeBgroBe liefern. Dies verbessert selbstverstandlich die Aussagekraft bei der Diagnostik von 

40 Autoimmunphanomenen unterschiedlichster Art. Das Prinzip der ELISA-Nachweisreaktion ist beispielsweise beschrie- 
ben in Kemeny und Challacombe: "ELISA and other solid phase immunoassay. Theoretical and practical aspects", Chi- 
chester: Wiley (1988). 

Im Verfahren zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen gemaB der vorliegenden Erfindung wird zunachst Cal- 
reticulin, welches wie oben beschrieben vorzugsweise in Form eines nativen, nicht denaturierten, humanen Calreticulin 

45 vorliegt, an eine teste Phase auf eine an sich bekannte Art und Weise gebunden. Hierzu ist beispielsweise die Adsorp- 
tion des Proteins an ein polymeres Tragermaterial, beispielsweise Polystyrol, geeignet. Gunstig sind hier bereits vorge- 
fertigte Mikrotiter-Testplatten, die eine bestimmte Anzahl von Vertiefungen (in der Regel 96 sogenannte "Wells") 
aufweisen. Im AnschluB an die Bindung von Calreticulin ist es zur Verminderung unspezifischer Reaktionen gunstig, 
noch freie Bindungsstellen des polymeren Festphasentragers abzusattigen, beispielsweise durch Behandlung mit 

50 einem inerten Tragerprotein wie Humanserumalbumin. 

AnschlieBend wird die so vorbehandelte teste Phase, an dem das Calreticulin gebunden ist, mit einer Flussigkeit 
inkubiert, die Bestandteile des zu untersuchenden Materials umfaBt. D.h., eine zur Untersuchung bestimmte Probe 
wird dem Korper des Probanden entnommen und in eine zur Inkubation geeignete Flussigkeitsform gebracht. Wegen 
der Einfachheit der Durchfuhrung sind als Ausgangsmaterialien besonders Blutserum oder Urin geeignet, wobei diese 

55 Korperflussigkeiten zur Untersuchung in der Regel auf eine geeignete Verdunnung gebracht werden. Gut nachweis- 
bare Autoantikorper-Titer ergaben sich auch, wenn Ascites als Ausgangsmaterial fur das erf indungsgemaBe Verfahren 
eingesetzt wurde. 

Im AnschluB an diese Inkubation erfolgt der Nachweis der gegebenenfalls vorhandenen Autoantikorper gegen Cal- 
reticulin. In diesem Schritt wird untersucht, ob, und wenn, wieviel, vermutete Autoantikorper gegen Calreticulin in der 
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zu untersuchenden Probe in einer Antikorper-Antigen-Reaktion mit dem an der festen Phase gebundenen Antigen- 
Liganden, namlich dem gebundenen Calreticulin, reagiert hat. 

Fur diese Nachweisreaktionen sind jegliche bekannte Arten von immunchemischen Nachweissystemen verwend- 
bar, z.B. das Radioimmunassay, das Fluoroimmunassay, das Enzymimmunassay usw. Besonders gut geeignet, da auf 
5 einfache Weise quantifizierbar und in Verbindung mit dem bevorzugt eingesetzten nativen, nicht denaturierten, huma- 
nen Calreticulin eine hohe Sensitivitat und Spezifitat bewirkend, ist hierbei das ELISA-Verfahren, wie oben beschrie- 
ben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann zur Untersuchung bzw. Diagnose jeglicher Autoimmunphanomenen einge- 
setzt werden, sei es bei solchen Zustanden, bei denen ein Autoimmunphanomen nur ein Begleitphanomen ("Epipha- 

10 nomen") bestimmter Krankheiten ist, Oder daB die Autoimmunphanomene ursachlich am Zustandekommen der 
Erkrankung beteiligt sind Einsatzgebiete fur das erf indungsgemaBe Verfahren sind beispielsweise: siehe oben die ein- 
gangs genannten Autoimmunerkrankungen. 

Besondere Vorteile ergehen sich aus der Verwendung des erf indungsgemaBen Verfahrens zur Diagnose von auto- 
immunen Lebererkrankungen, wie der AIH, der PBC, der PSC und anderen autoimmunen Lebererkrankungen. Es 

15 wurde festgestellt, daB die hauf igste chronische aktive autoimmune Hepatitis, die AIH Typ 1 , mit dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren leichter und eindeutiger diagnostiziert werden kann, als es mit den herkommlichen Testmethoden mog- 
lich ist. Aber auch bei der primar biliaren Zirrhose (PBC) lassen sich Anti-CR-Antikorper gut nachweisen, auch wenn 
die Anti-CR-Antikorper bei diesem Krankheitsbild nicht in so hohen Konzentrationen wie bei der AIH Typ 1 vorkommen. 
Unerwartet vorteilhafte Ergebnisse werden dadurch erzielt, daB der Nachweis der gegebenenfalls vorhandenen 

20 Auto-Antikorper gegen Calreticulin nicht wie ublich uber Sekundar-Antikorper erfolgt, die polyvalent mit Humanantikor- 
pern reagieren, also z.B. sowohl Antihuman-Antikorper vom IgG- als auch vom IgM-Typ einschlieBen. Vielmehr hat sich 
uberraschend gezeigt, daB der Einsatz von Immuntyp-spezif ischen Sekundar-Antikorpern eine weitere Differenzierung 
von Krankheiten zulaBt. So wird unter Einsatz von Anti-Calreticulin-Antikorpern vom speziellen IgG-Typ als Sekundar- 
Antikorper spezifisch das Vorliegen einer Autoimmunhepatitis (AIH) diagnostiziert, wahrend unter Einsatz von Anti-Cal- 

25 reticulin-Antikorpern vom spezifischen IgM-Typ als Sekundar-Antikorper spezifisch das Vorliegen einer primar biliaren 
Zirrhose (PBC) diagnostiziert wird. Dadurch konnen durch diese bevorzugte Weiterbildung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens beispielsweise die unterschiedlichen autoimmunen Lebererkrankungen AIH und PBC differenziert werden. 

Die durch die Erfindung ermoglichte genaue Diagnose der Ursache der Leberschadigung hat fur den Patienten 
gravierende Vorteile, da damit eine Differenzierung der jeweiligen Autoimmunerkrankung besser als mit den derzeit 

30 verfugbaren Tests moglich ist und gegeneinander abgrenzbar ist. Dies hat auch eine groBe therapeutische Bedeutung 
fur den Patienten. Denn fur die Art und Weise der Behandlung ist es wichtig, zu erkennen, worin sich die Lebererkran- 
kung manifestiert, d.h. ob Virushepatitiden, eine medikamentose Leberschadigung oder eine alkoholische Leberscha- 
digung vorliegt. Die chronischen Autoimmunhepatitiden beispielsweise sind durch eine immunsuppressive Therapie 
meist gut zu behandeln. Demgegenuber ist bei der primar biliaren Zirrhose die Therapie mit Ursodeoxycholsaure 

35 wesentlich erfolgversprechender. Bei der primar sklerosierenden Cholangitis kann der Verlauf eventuell durch eine 
Immunsuppression ebenfalls gunstig beeinfluBt werden, jedoch nur, wenn die Erkrankung moglichst friihzeitig diagno- 
stiziert wird. Bedeutsam sind ferner die Autoimmunphanomene, die bei Virushepatitiden auftreten, besonders bei der 
Infektion mit dem Hepatitis-C- Virus, weniger bei der Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus. Ein Beispiel fur weitere, bisher 
jedoch nicht klassifizierte autoimmune Lebererkrankungen ist die autoimmune, AMA-negative Cholangitis. 

40 lm Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich ferner uberraschend gezeigt, daB das oben beschriebene Verfah- 
ren hervorragend zur Abklarung und Diagnose von chronisch entzundlichen Darmerkrankungen beitragt. Bei solchen 
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen, worunter insbesondere das Krankheitsbild des Morbus Crohn und das 
der Colitis ulcerosa zahlt, spielen Autoimmunphanomene ebenfalls eine Rolle. Titer von Anti-Calreticulin-Autoantikor- 
pern konnten bei Morbus Crohn und bei Colitis ulcerosa durch das erf indungsgemaBe Verfahren nachgewiesen wer- 

45 den. Somit ist das erfindungsgemaBe Verfahren auch zur Differentialdiagnose entzundlicher oder infektioser 
Darmerkrankungen gut geeignet. 

Ein weiteres uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB das Auftreten von Anti-Cal- 
reticulin-Autoantikorpern, welches durch das erfindungsgemaBe Verfahren bestimmt werden kann, hervorragend kor- 
reliert mit dem Vorhandensein des Bakteriums Yersinia enterocolitica im Korper des Patienten. Somit kann das 

so erfindungsgemaBe Verfahren besonders gut ebenfalls zur einfachen Diagnose der Yersiniose verwendet werden. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand von Beispielen unter Bezugnahme auf die anbeiliegenden Figuren naher 
erlautert, wobei 

Fig. 1 die erhaltenen Ergebnisse des Verfahrens zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen zur Diagnose ver- 
55 schiedener autoimmuner Lebererkrankungen, wie der AIH, der PBC und der PSC, und 

Fig. 2 die Ergebnisse des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen zur Dia- 
gnose verschiedentlicher chronisch entzundlicher Darmerkrankungen, wie der ulzerativen Colitis und dem Morbus 
Crohn sowie die Korrelation des Nachweises von Anti-Calreticulin-Autoantikorpern mit dem Vorhandensein ver- 
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schiedener Bakterienspezies zeigen. 
Beispiele 
5 Beispiel 1 

Isolierung von Calreticulin aus der menschlichen Leber 
Puffer 



I: 


0,1 M KH 2 P0 4 
2,66 M (NH 4 )S0 4 
1,0 mM EDTA 


13,6g 
351 ,5 g 
0,372 g 


gelost in 1 I H 2 0, pH auf pH 7,1 
eingestellt mit NaOH 


II: 


0,1 M KH 2 P0 4 
1,0 mM EDTA 


13,6g 
0,372 g 


gelost in 1 I H 2 0, pH auf pH 7,1 
eingestellt mit NaOH 


III: 


50 mM NaCI 
0,1 M KH 2 P0 4 
1 mM EDTA 


14,61 g 
68,05 g 
1,86 g 


gelost in 5 I H 2 0, pH auf pH 7,1 
eingestellt mit NaOH 



Losungen: 

35 0,2 M PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) 
3,484 g in 1 00 Athanol 

2 M Benzamidiniumchlorid 
31,324 g in 1000 ml Athanol 

40 

Aprotinin: 10 mg Aprotinin/ml H 2 0 

Leupeptin: 2 mg/ml H 2 0 

45 50 mM NaCI 

2,92 g in 1 I H 2 0 

1000 mM NaCI 
58,44 g in 1 I H 2 0 

50 

Vorgehen 

100 g Humanleber werden mit einer Schere kleingeschnitten. Es werden zugegeben: 

55 400 ml Puffer I (4 ml pro g Leber) 
300 jul Leupeptin-Losung 
133,3 \i\ Aprotinin-Losung 
250 \i\ PMSF-Losung 
100 nl Benzamidiniumchlorid-Losung 
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100 Mercaptoathanol 
Homogenisieren des Gewebes: 

5 Omni-Mixer (Fa. Sorvall) Stellung 10, in groBen Metal Ibechern, in Eiswasser. 

30 Sekunden homogenisieren, 1 Minute kuhlen, erneut 30 Sekunden homogenisieren, 1 Minute kuhlen. 
Zentrifugation: 30 Minuten bei 9000 U/min in GSA-Rotor. 
Gberstand I = 360 ml, kiihl stellen 

Sediment mit der halben Menge des obigen Puffers einschlieBlich Zusatze versehen. Erneut homogenisieren wie 
10 oben und zentrifugieren wie oben. Ergibt Gberstand II = 180 ml. 
Oberstand I und Gberstand II werden vereinigt = 540 ml. 
Zu diesen 540 ml werden zugegeben: 

1,35 ml PMSF-Losung 
15 0,135 ml Benzamidiniumchlorid 
0,1 ml Mercaptoathanol 

108,1 g (NH 4 ) 2 S0 4 in fester Form (entspricht 200 g Ammoniumsulfat pro 1 I Gberstand) 

Ammoniumsulfat wird unter standigem Ruhren zugegeben. Der Becher steht im Eiswasser. 
20 30 Minuten langsam ruhren lassen. 

Losung mit ortho-Phosphorsaure (98%) auf pH 4,7 bringen. 

Gber Nacht im Eiswasser ruhren lassen. 

30 Minuten bei 9000 U/min abzentrifugieren. GSA-Rotor. 

Jedes der Sedimente in je 20 ml Puffer II resuspendieren. 
25 Dialyse gegen Puffer III uber Nacht (Dialysemedium soli zweimal gewechselt werden). 

Zentrifugieren 10 Minuten bei 3000 U/min in SS 34-Rotor. Gberstand auf DEAE-Saulen aufgetragen. 

DEAE-Saulen 

30 Puffer: 

Aquilibrier- und Wasch- Losung en: 

50 mM NaCI, 0,1 M KH 2 P0 4 , 1 mM EDTA, pH 7,1 = Puffer III 

35 

DEAE-Saule wird mit diesem Puffer aquilibriert. Die Probe wird aufgetragen, sie befindet sich bereits in diesem 
Puffer. Elution durch einen NaCI-Gradienten von 50 mM NaCI bis 1000 mM NaCI (in dem Puffer wie oben), Temperatur 
4°C, 80 Tropfen pro Rohrchen. 
Calreticulin wird bei etwa 300 mM NaCI eluiert. 
40 Der Calreticulin-Gehalt der einzelnen Fraktionen wird durch SDS-PAGE uberpriift. Calreticulin wird an seinem Moleku- 
largewicht identifiziert (60 kDa). Zusatzlich wird eine Identifizierung durch Western-Blot mit Anti-Calreticulin-Antikbrper 
durchgefuhrt. Die geeigneten Fraktionen werden vereinigt und gegen Hepes-Puffer dialysiert (50 mM Hepes pH 6,9 
(mit NaOH eingestellt)). 

45 FPLC 

LSaule: Saulenmaterial: Mono Q 16/10 

Laufpuffer 

50 

A: 10mMTris pH 7,2 

B: 10 mM Tris pH 7,2 + 1 M NaCI 

Die Proben der DEAE-Saulen-Chromatographie werden aufgetragen, die Saule wird mit Puffer A/D-Konverterteil 
55 gespult. Danach Elution durch einen NaCI-Gradienten (gemischt aus Puffer A/D-Konverterteil und Puffer B). 

Der Calreticulin-Gehalt der einzelnen Fraktionen wird durch SDS-PAGE uberpruft. Die entsprechenden Fraktionen wer- 
den vereinigt und gegen PBS dialysiert. 
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2.Saule: Saulenmaterial: Superose HR-Saule 

Laufpuffer 

5 0,05 M Na-Phosphat pH 7,2 

0. 15 M NaCI 

Mit diesem Trennmaterial wird Calreticulin entsprechend seinem Molekulargewicht von den restlichen Proteinen 
abgetrennt. Uberlicherweise werden einige Fraktionen erhalten, die reines Calreticulin enthalten. Der Calreticulin- 
10 Gehalt der einzelnen Fraktionen wird durch SDS-PAGE uberpruft. Die Fraktionen, die reines Calreticulin enthalten, wer- 
den gepoolt und eingeengt. Der Proteingehalt wird nach der Methode von Lowry bestimmt. 

Besonderheit der Calreticulin-lsolierung 

15 Es hat sich gezeigt, daB sich insbesondere die Ammoniumsulfat-Fallung positiv auf die spateren Ergebnisse bei 
der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens auswirkte. Offensichtlich wurde durch die Salzbildung das Cal- 
reticulin in seiner nativen Form derart stabilisiert, daB der Calreticulin-Autoantikorper das Autoantigen fur die Antikor- 
per- Antigen- Reaktion gut erkennen konnte. 

20 Beispiel 2 

Durchfuhrung des Nachweises von Anti-Calreticulin-Autoantikorper mittels ELISA 
Losungen fur den Test 

25 

1. PBS 

9,55 g PBS in 1 I Aqua bidest. losen (entspricht 5 Tabletten) 

2. PBS + Tween 20 

30 0,5 ml Tween 20 in 1 I PBS losen 

3. Coating buffer 

1,59 g Na 2 C0 3 ; 2,93 g NaHC0 3 ; 0,20 g NaN 3 in 1 Aqua bidest. losen 

35 4. Blocking solution 

1 g Humanalbumin in 100 ml PBS losen (1%ige HA-PBS-Losung) 

5. Losung zur Serumverdunnung 

1 g Humanalbumin in 100 ml PBS + Tween 20 losen (1%ige HA-PBS-L6sung + Tween 20) 

40 

Vorgehen 

1. Coaten mit Calreticulin 

ELISA-Platte (96 wells, Flat bottom) mit Coating buffer spulen, darauf achte, daB alle wells benetzt sind, dann gut 
45 ausklopfen. Beschichten mit 1000 ng Protein/well: bei Proteinkonzentration 10 mg/ml Verdunnung 1 :500: d.h. 20 jxl 
Calreticulin-Losung auf 10 ml Coating buffer. 50 jJ/well. Inkubationsdauer: uber Nacht bei 4°. Alternativ: 4 Stunden 
bei Raumtemperatur. 

2. Blocken 

50 Mit 1% (w/v) Humanalbumin in PBS. 100 \i\/we\\, Platte abdecken. Dauer des Blockens: 1 Stunde bei Raumtempe- 
ratur. 

3. Waschen 

4x mit PBS-Tween, 150 nlA/vell, danach gut ausklopfen. 

55 

4. Binden des Serum-Antikorpers 

Serum in einzelnen Eppedorf-ReaktionsgefaBen in 1% Humanalbumin-PBS-Tween verdunnen: 1:250, 1:500, 
1:750, 1:1000. 
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Blanks in Reihe 1 und 12. 
Menge: 50 ^il/well. 

Dauer der Inkubation: 2 Stunden bei Raumtemperatur. 

5 5. Waschen 

4x mit PBS-Tween, 150 ^l/well, gut ausklopfen. 

6. Binden von peroxidase-gekoppeltem Anti-Human- IgG Anti-Human- IgG from sheep, linked with horseradish per- 
oxidase (Fa. Amersham), Verdunnung 1:3000 in PBS-Tween (3 \i\ Anti-Human- IgG auf 9 ml PBS-Tween). Menge 

10 50 jLil/well. Inkubationsdauer: 1 Stunde bei Raumtemperatur, abdecken. 

7. Waschen 

4x mit PBS-Tween, 150 jxl/well, gut ausklopfen. 
is 8. Substrat 

TMP Peroxidase EIA Substrate kit, Fa. BioRad. Erst ganz kurz vor Gebrauch zusammenmischen. 

LOsung A: 9 ml 
Losung B: 1 ml 
20 sehr gut mischen 

Menge: 50 jil/well 

Inkubationsdauer: 8 Minuten bei Raumtemperatur. 

9. Stoppen 

25 Abstoppen der Reaktion mit 2M H 2 S0 4 . 
Menge: 50 ^il/well. 

10. Ablesen 

Extinktionsdifferenz bei 450 nm gemessen. 

30 

Spezielle Besonderheiten der Methode 

1. Die Bindung des Proteins an die Matrix bedarf einer gewissen Zeit, um den Sattigungswert zu erreichen. Poly- 
styrolplatten konnen etwa 400 ng Protein pro cm 2 absorbieren. Um den Sattigungsprozeft zu beschleunigen, 

35 wurde eine hohere Proteinkonzentration von 1000 ng Calreticulin/well gewahlt. 

2. Die so gecoateten Platten werden uber Nacht bei 4°C inkubiert. Unter diesen Bedingungen kann man davon 
ausgehen, daft eine Sattigung der Matrix erreicht wird. Um aber auszuschlieften, daft eventuell noch frei geblie- 
bene Bindungsstellen unspezifisch binden, wird im AnschluG an diesen Schritt mit einem Protein inkubiert, das an 

40 die Matrix bindet, den Test aber nicht stort. In diesem Fall werden die Platten eine Stunde lang mit einer 1% 
Humanalbuminlosung in PBS inkubiert. 

3. Die Seren wurden in Verdunnungen von 1:100 bis 1 :2000 gemessen. In mehreren Verdunnungsreihen erwiesen 
sich die Verdunnungen 1 :250, 1 :500, 1 :750 und 1 :1000 als am gunstigsten. Es werden jeweils Doppelbestimmun- 

45 gen durchgefuhrt. Bei jeder Platte wird eine Negativkontrolle mitgemessen und eine Positivkontrolle. Als Positiv- 
kontrolle diente Serum einer Patientin mit systemischem Lupus erythematodes, das Anti-Ro/SS-A-positiv war. 

4. Als Substrat wurde einerseits 1 ,2-Phenylendiamin, gelost in Phosphatpuffer pH 5,6, verwendet. Da sich die Her- 
stellung dieser Losung sowiederen weitere Verarbeitung jedoch als zusatzliche Fehlerquellen erwiesen, wurde auf 

so das standardisierte TMB-Peroxidase-EIA-Substrate-Kit der Fa. BioRad zuruckgegriffen. Als optimale Reaktionszeit 
wurde eine Inkubationsdauer von 8 Minuten ermittelt. 

Beispiel 3 

55 Der Nachweis von Anti-Calreticulin-Autoantikorpern wurde analog Beispiel 2 durchgefuhrt, wobei lediglich der 
Schritt 4 in der Vorgehensweise des Beispiels 2 sich jeweils unterschied durch Verwendung verschiedener, zur Unter- 
suchung dienender Serumproben. Folgende Materialproben wurden zum Nachweis des Vorliegens des vermuteten 
Anti-Calreticulin-Autoantikorpers eingesetzt: Kontrollseren sowie Serumproben von Patienten, bei denen durch her- 
kommliche Diagnose folgende Krankheitsbilder festgestellt wurden: AIH, PBC, PSC, ulzerative Colitis, Morbus Crohn 
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sowie Infektionen mit Camphylobakter jejuni, Salmonella spp. sowie Yersinia enterocolitica. 

Die Ergebnisse der jeweiligen Untersuchungen sind in den Figuren 1 und 2 dargestellt. Das Symbol n steht fur die 
Anzahl der jeweils untersuchten Proben. 

Wie die Ergebnisse der Figuren 1 und 2 zeigen, ist das erfindungsgemaBe Verfahren, das auf dem Nachweis von 
Anti-Calreticulin-Autoantikorpern basiert, zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen ausgezeichnet geeignet. Ver- 
schiedene autoimmune Lebererkrankungen und chronisch entzundliche Darmerkrankungen, insbesondere die AIH, 
die PBC und das Morbus Crohn, konnen mit dem erfindungsgemaBen Verfahren eindeutig diagnostiziert werden. 
Bemerkenswert ist auch die Korrelation des Nachweises von Anti-Calreticulin-Autoantikorpern mit dem Vorliegen des 
Bakteriums Yersinia enterocolitica. Dieser Befund zeigt, daB das erfindungsgemaBe Verfahren zusatzlich ausgezeich- 
net zur Diagnose von Infektionserkrankungen, die zu Autoimmunphanomenen fiihren, geeignet ist. 

Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen zur Verfugung, bei dem: 
das Protein Calreticulin an eine feste Phase gebunden wird, das an die feste Phase gebundene Calreticulin mit einer 
Flussigkeit inkubiert wird, die Bestandteile des zu untersuchenden Materials umfaBt, und 
gegebenenfalls vorhandener Autoantikorper gegen Calreticulin nachgewiesen wird. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Autoimmunphanomenen, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

a) Bindung des Proteins Calreticulin an eine feste Phase, 

b) Inkubation des an die feste Phase gebundenen Calreticulins mit einer Flussigkeit, die Bestandteile des zu 
untersuchenden Materials umfaBt und 

c) Nachweis von gegebenenfalls vorhandenem Autoantikorper gegen Calreticulin. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Calreticulin natives, nicht denaturiertes, humanes 
Calreticulin verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das native, nicht denaturierte, humane Calreticulin aus 
der menschlichen Leber isoliert wurde. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis von gegebe- 
nenfalls vorhandenem Autoantikorper gegen Calreticulin uber den Einsatz von Immuntyp-spezifischen Sekundar- 
Antikorpern erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB IgG-Typ-spezifische Sekundar-Antikorper eingesetzt 
werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB IgM-Typ-spezifische Sekundar-Antikorper eingesetzt 
werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis des gegebe- 
nenfalls vorhandenen Autoantikorpers gegen Calreticulin ein ELISA-Verfahren eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Flussigkeit, die Bestand- 
teile des zu untersuchenden Materials umfaBt, von Blutserum stammt. 

9. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur Diagnose von Autoimmunerkrankungen. 

10. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur Diagnose autoimmuner Lebererkrankungen. 

11. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 4 Oder 5 zur Diagnose der Autoimmunhepatitis. 

12. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 4 oder 6 zur Diagnose der primar biliaren Zirrhose. 

13. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur Diagnose chronisch entzundlicher Darmerkran- 
kungen. 

14. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 8 zur Diagnose der Yersiniose. 
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